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Cel pracy: Cytokiny o wtasciwosciach
prozapalnych, immunoregulatorowych,
proonkogennych i prometastatycznych,
wydzielane przez komorki uktadu
odpornosciowego oraz komérki nowo-
tworowe, sprzyjaja progresji choroby
nowotworowej. Celem pracy byta oce-
na wydzielania wybranych cytokin pro-
zapalnych i regulatorowych, oznaczo-
nych we krwi obwodowej u o0séb
z rakiem krtani, w aspekcie ich zasto-
sowania jako biomarkeréw fenotypu
wiekszej agresywnosci guza.
Materiat i metody: Analizg objeto gru-
pe 106 0s6b, w tym 55 chorych ze zwe-
ryfikowanym rakiem ptaskonabtonko-
wym krtani. W patomorfologicznej
ocenie zaawansowania zmian (gtebo-
koS¢ i sposob inwazji nowotworowej)
uwzgledniono kryteria klasyfikacji oce-
ny zmian we froncie guza (tumour front
grading — TFG). Stezenia cytokin, takich
jak interleukiny (IL-6, IL-8 i IL-10), czyn-
nik martwicy nowotworéw (tumour
necrosis factor — TNF), interferon y
(IFN-y) we krwi obwodowej chorych,
oceniano w dwéch punktach czasowych
(21 godz. i 72 godz.) metodg immuno-
enzymatyczng ELISA. Zestawiono wyni-
ki badah immunologicznych i kliniczno-
-morfologicznych.

Wyniki: Analiza wynikéw przeprowa-
dzonych badan wykazata, ze w rakach
krtani charakteryzujacych sie najwiek-
sza rozlegtoscig miejscowa pT4 obser-
wowano znamiennie najmniejsze wy-
dzielanie IL-6 i IFN-y oraz najwieksze
wydzielanie TNE W guzach nowotwo-
rowych o najwiekszej gtebokosci inwa-
zji, z naciekaniem warstwy lamina pro-
pria oraz chrzastki krtani stwierdzono
znamiennie najmniejsze stezenia IL-6
i IFN-y. W rakach krtani, ktére charak-
teryzowaty sie dobrze odgraniczonymi
marginesami nacieku, stwierdzono zna-
miennie najwieksze stezenia IL-6 i IL-10.
Whnioski: Przeprowadzone badania
wskazuja na znaczenie aktywnosci cyto-
kin w przebiegu choroby nowotworowej
jako biomarkeréw fenotypu zaawanso-
wania i progresji zmian.

Stowa kluczowe: rak krtani, cytokiny
prozapalne i regulatorowe, gtebokos¢
i typ inwazji.

Ocena wydzielania cytokin
prozapalnych i regulatorowych oraz
ich zwigzku z gtebokoscig i typem
naciekania zmian nowotworowych
u 0sdb z rakiem krtani
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Wstep

Jedna z najistotniejszych kwestii wspétczesnej onkologii nowotworéw
regionu gtowy i szyi (head and neck squamous cell carcinomas — HNSCC),
w szczeg6lnosci raka ptaskonabtonkowego krtani, jednego z najczestszych
guzoéw tego regionu, jest znalezienie obiektywnych biomarkeréw agresyw-
nosci nowotworu, ktére umozliwityby wskazanie fenotypu zwigzanego
z wieksza inwazyjnoscia guza. Zdefiniowanie biologicznych wskaznikéw, jed-
noznacznych w ocenie i interpretacji, pozwolitoby w praktyce na wyodreb-
nienie grup chorych z nowotworami charakteryzujacymi sie nasilong pro-
gresja zmian, a tym samym na wyb6r wtasciwego i optymalnego leczenia,
jak tez prognozowania w konkretnych przypadkach HNSCC. W dostepnym
pismiennictwie mozna znalez¢ prace, w ktérych autorzy wskazujg na role
wielu biomarkeréw zwigzanych m.in. z regulacja cyklu komérkowego, p27kipl,
Skp2, Ki67, jako potencjalnych wskaznikéw inwazyjnosci zmian, determi-
nujacych rokowanie oraz wybdr wtasciwego postepowania terapeutycznego
[1-6]. Wsrdd publikacji dotyczacych tego tematu mozna jednak wskazac pra-
ce, ktére nie potwierdzaja roli wspomnianych wyktadnikéw jako niezaleznych
wskaznikéw agresywnosci wzrostu nowotworu i czynnikéw o znaczeniu pro-
gnostycznym [7-9]. Rozbieznosci w formutowanych wnioskach powoduja, ze
nadal prowadzi sie liczne badania nad znalezieniem biomarkeréw bedacych
jednoznacznymi indykatorami nasilenia zmian nowotworowych, ktére mozna
by wykorzysta¢ w praktyce onkologiczne;.

W Swiatowym pismiennictwie liczni badacze wskazuja na znaczaca role
badah nad zaburzeniami uktadu odpornosciowego w przebiegu choroby
nowotworowej [10-22]. Doktadne poznanie i zrozumienie mechanizméw tych
zaburzen stwarza szanse na wskazanie immunologicznych wyktadnikéw
zwigzanych z klinicznym przebiegiem choroby, na podstawie ktérych mozna
by oceniaé stopien inwazyjnosci zmian nowotworowych i podejmowac wtasci-
we decyzje terapeutyczne. W ostatnich latach liczne osrodki prowadza wie-
lokierunkowe badania doswiadczalne i kliniczne nad mechanizmami regu-
lacyjnymi determinujacymi aktywnos¢ komaérek uktadu odpornosciowego
w odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko komérkom nowo-
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Background: Pro-inflammatory, immu-
noregulatory, pro-metastatic and pro-
oncogenic cytokines, secreted by cells
of the immune system and cancer cells,
promote tumour progression. The aim
of this study was to evaluate the rele-
ase of pro-inflammatory and immuno-
regulatory cytokines, marked in the
peripheral blood of patients with laryn-
geal carcinoma, in terms of their appli-
cation as a biomarker of more aggres-
sive tumour phenotype.

Material and methods: We analysed
a group of 106 people, including 55
patients with verified squamous cell car-
cinoma of the larynx. In the pathomor-
phological assessment of tumour stage
(depth and type of tumour invasion) we
took into account the classification cri-
teria for assessing changes in the most
aggressive part of the neoplasm, tumo-
ur front grading (TFG). Concentrations
of cytokines IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-y
in the peripheral blood of patients was
assessed at two time points (21 h and
72 h) by ELISA. Immunological and clini-
co-morphological outcomes were corre-
lated and summarized.

Results: Analysis of test results showed
that in laryngeal carcinomas with the
highest extent of local pT4 there was
observed the lowest secretion of IL-6
and IFN-y and the greatest secretion of
TNE Tumours with the greatest depth
of invasion with infiltration of the lami-
na propria and the cartilage of the
larynx had significantly lower levels of
IL-6 and IFN-y. Carcinomas of the larynx
characterized by good margins of infil-
tration had the highest concentrations
of IL-6 and IL-10.

Conclusions: The study indicates the
importance of the activity of cytokines
as biomarkers of phenotype severity
and progression in patients with laryn-
geal carcinoma.

Key words: laryngeal carcinoma, proin-
flammatory and regulatory cytokines,
depth and mode of invasion.

tworowym réznego pochodzenia. Badania nad tymi zagadnieniami staja sie
obecnie wiodace w immunopatologii klinicznej i wyznaczaja kierunek poszu-
kiwan dla wskazania immunologicznych markeréw agresywnosci nowotwo-
ru [15, 18, 19, 23-32].

Cytokiny wydzielane przez komérki biorace udziat w procesach immuno-
logicznych odgrywaja bardzo waznga role w zjawiskach odpornosci przeciw-
nowotworowej. Do tej grupy zaliczane sg interleukiny (IL), w tym cytokiny
o wtasciwosciach prozapalnych (IL-6 i IL-8) oraz immunosupresyjnych (IL-10),
interferony (IFN-a., IFNB i IFN-y), czynnik martwicy nowotworu (tumour necro-
sis factor — TNF) oraz czynniki wzrostu (GM-CSF). Znaczenie tych czynnikdw
w onkologii klinicznej opiera sie na ich r6znorodnych wtasciwosciach mody-
fikowania odpowiedzi immunologicznej. Najczesciej wskazywanymi cytoki-
nami, ktére moga mie¢ znaczenie w przebiegu choroby nowotworowej, s3
interleukiny o wtasciwosciach prozapalnych IL-6 i IL-8 oraz cytokiny IL-10
i TGF-B o dziataniu regulatorowym i immunosupresyjnym [19, 21, 23, 33-35].
Prozapalne cytokiny IL-6 i IL-8 wydzielane przez komorki nowotworowe, okre-
Slane jako czynniki promujace kancerogeneze i wzrost guza howotworowe-
go, oraz cytokiny o wtasciwosciach proonkogennych i prometastatycznych
sprzyjaja w szczegoblny sposéb progresji choroby nowotworowej, w tym HNSCC
(18, 23,35-38].

Celem pracy byta ocena stezer wybranych cytokin prozapalnych i regulato-
rowych, tj. IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-y, oznaczonych we krwi obwodowej u cho-
rych na raka ptaskonabtonkowego krtani w aspekcie ich zastosowania jako bio-
markeréw fenotypu wiekszej agresywnosci guza nowotworowego okreslonej
na podstawie oceny gtebokosci i sposobu inwazji guza nowotworowego.

Materiat i metody
Grupa badana

Analiza objeto grupe 106 0s6b, w tym 55 chorych ze zweryfikowanym
rakiem ptaskonabtonkowym krtani, leczonych chirurgicznie w Klinice Laryn-
gologii Onkologicznej | Katedry Laryngologii Uniwersytetu Medycznego
w todzi, w latach 2003-2007. Grupe badang stanowito 53 mezczyzn (96,4%)
i 2 kobiety (3,6%) w wieku 47-83 lat (Srednia wieku 58,3 roku). W badanej
grupie chorych u 33 (60%) pacjentéw przeprowadzono catkowite usuniecie
krtani, a u 22 (40%) — czesciowe usuniecie krtani. U 22 chorych (40%)
z potwierdzonymi badaniem $rédoperacyjnym powiekszonymi weztami
chtonnymi wykonano ponadto operacje usuniecia weztéw chtonnych regio-
nu szyi, w tym u 20 (36,4%) selektywna operacje weztow chtonnych i u 2 (3,6%)
radykalna operacje weztowa w modyfikacji Crile’a-Jawdynskiego.

Kryteriami wigczenia do grupy badanej byty: potwierdzony w badaniu pato-
morfologicznym rak ptaskonabtonkowy krtani, przeprowadzenie leczenia chi-
rurgicznego jako pierwszej metody postepowania leczniczego, bez stosowa-
nia wezesniej innej terapii (immunosupresji, radio- lub chemioterapii) oraz brak
obecnosci przerzutéw odlegtych. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
Komisji Bioetyki UM w todzi (numer RNN/15/03/KN). Wszyscy uczestnicy badan
osobiscie wyrazili swiadoma pisemna zgode na udziat w nich.

Grupa kontrolna, ktéra stanowili zdrowi ochotnicy dobrani pod wzgledem
wieku do grupy badanej, sktadata sie z 51 0s6b: 41 mezczyzn (80,4%) i 10
kobiet (19,6%), w wieku 38-84 lat (Srednia wieku 57,4 roku).

Ocena patomorfologiczna

W przeprowadzonej analizie patomorfologicznej stopieh zaawansowania
miejscowego zmian nowotworowych okreslono zgodnie z kryteriami klasyfika-
cji TNM dla HNSCC (UICC 2003). W ocenie gtebokosci i typu inwazji nowotwo-
rowej uwzgledniono skale zaawansowania zmian morfologicznych we froncie
nacieku nowotworowego, tj. w jego najbardziej inwazyjnej i najmniej zréznico-
wanej czesci, zgodnie z kryteriami klasyfikacji tumour front grading (TFG) [39].
Preparaty barwione hemoksyling i eozyna (H&E) oceniano w mikroskopie $wietl-
nym Olympus AX60, w 5 polach widzenia (w pow. 200x), kierujgc sie miejscami
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0 najgtebszym naciekaniu do otaczajacych tkanek. Wedtug
kryteriow klasyfikacji TFG w ocenie gtebokosci inwazji uwzgled-
niono nastepujgce stopnie zaawansowania zmian: carcino-
ma in situ, mikroinwazja podsluzéwkowa, guzkowy naciek
podsluzéwkowy oraz gteboka inwazja sciany. Sposéb nacie-
kania ustalono, stosujac nastepujacy podziat zmian: dobrze
odgraniczone marginesy, naciek litymi sznurami i wstegami,
naciek matymi grupami (< 15 komarek) oraz naciekanie poje-
dynczymi komérkami. Charakterystyke kliniczno-morfologiczna
grupy badanej przedstawiono w tabeli 1.

Ocena wydzielania cytokin pozapalnych
i regulatorowych IL-6, IL-8, TNF, IFN-y i IL-10

Krew zylng pobierano do probowki zawierajgcej heparyne
litowa (stezenie konicowe 10 j.m./ml), rozcieficzano w ptynie
hodowlanym RPMI-1640 (Biomed, Lublin, Poland) zawie-
rajacym 10% v/v zinaktywowane] ptodowej surowicy cielecej
FCS (Biochrom AG Seromed, Berlin, Germany), 100 j.m./ml
penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny (Sigma, USA), tak by
uzyskac gestosc 1 x 106 komorek/ml. W celu oceny genera-
cji cytokin: IL-6, IL-8, TNF, IFN-y i IL-10, probéwki wirowano
(2000 obrotéw/min przez 10 min) i zbierano nasacz w 21.
godz. i 72. godz. hodowli komorkowej. Stezenia cytokin oce-
niano metoda immunoenzymatyczna ELISA, przy uzyciu zesta-
wow dla oceny ludzkiej IL-6 (czutosc 2,2 pg/ml), IL-8 (czutos¢
2 pg/ml), TNF (czutosc 2 pg/ml), IFN-y (czutos¢ 1 pg/ml), IL-10
(czutosc 2 pg/ml) ELISA SET BD Opt EIA (San Diego, USA).
Absorbancje badanych prébek odczytywano przy fali dtugo-
$ci 450 nm (czytnik EL,808) (Bio-Tek Instruments, USA).

Analiza statystyczna

Ocene statystyczng zebranych danych przeprowadzono za
pomoca programu STATISTICA 5.0 (StatSoft, Inc. USA). Zasto-
sowano jednoczynnikowa analize wariancji (test ANOVA rang
Kruskala-Wallisa) wraz z testem jednorodnosci wariangji (test
Levene’a) oraz testami pordwnan wielokrotnych (post-hoc test
Bonferroniego-Dunneta) dla poréwnywania srednich warto-
Sci cech w badanych grupach. Dla wszystkich stosowanych
testow przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Wyniki

Analiza wydzielania wybranych cytokin: IL-6, IL-8,
TNF, IFN-y i IL-10, w grupie badanej i kontrolnej

Analiza danych wykazata znamiennie zmniejszone sred-
nie stezenie IFN-y w nadsaczach z krwi petnej, ocenionych
w 21. godz. doswiadczenia, w grupie chorych na raka ptasko-
nabtonkowego krtani w poréwnaniu z wartosciami stezen
tej cytokiny w grupie kontrolnej (p = 0,02). Nie odnotowa-
no réznic istotnych statystycznie miedzy wartosciami sred-
nich stezen IL-6, IL-8, TNF i IL-10 w badanych grupach. Pomi-
mo braku znamiennych réznic dla srednich wartosci stezen
IL-6, IL-8, TNF i IL-10 miedzy grupa badang i kontrolna, oce-
na stezen cytokin wykazata wystepowanie zauwazalnych
tendencji: srednie wartosci stezen IL-6, IL-8, TNF oraz IL-10
byty mniejsze w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kon-
trolng. Zestawiajac wyniki srednich wartosci stezen cytokin
wygenerowanych w okreslonym czasie inkubacji (21. vs 72.
godz.) w badanej grupie chorych, stwierdzono wystepowa-
nie réznic istotnych statystycznie miedzy wartosciami

Tabela 1. Kliniczno-morfologiczna charakterystyka badanej grupy
chorych z rakiem ptaskonabtonkowym krtani

Table 1. Clinico-morphological characteristics of the study group
of patients with squamous cell carcinoma of the larynx

Cecha Liczebnos¢
grupy n (%)
pteé:
mezczyzni 53 (96,4)
kobiety 2(3,6)
leczenie chirurgiczne:
czeSciowe usuniecie krtani 22 (40,0)
catkowite usuniecie krtani 33 (60,0)
operacja usuniecia weztéw chtonnych szyi 22 (40,0)
selektywna operacja weztowa (SND) 20 (36,4)
radykalna operacja weztowa (RND) 2(3,6)
pT:
pT2 14 (25,4)
pT3 2138,2)
pT4 20 (36,4)
pN:
pNO 39 (70,9)
pN1-3 16 (29,1)
pN1 7(12,7)
pN2 4(73)
pN3 5(9,1)
zroznicowanie histopatologiczne (G):
Gl 4(73)
G2 44 (80,0)
G3 7(12,7)
typ inwazji:
dobrze odgraniczone marginesy 12 (21,8)
naciek litymi sznurami i wstegami 15 (27,3)
naciek matymi grupami (< 15 komarek) 16 (29,1)
naciek pojedynczymi komérkami 12 (21,8)
gtebokos¢ inwazji:
carcinoma in situ 6 (10,9)
mikroinwazja podsluzéwkowa 12 (21,8)
guzkowy naciek podsluzowkowy 18 (32,7)
gteboka inwazja sciany 19 (34,5)

stezen dla kazdej z analizowanych cytokin (p < 0,001). Sred-
nie wartosci analizowanych cytokin w grupie badanej i kon-
trolnej przedstawiono w tabeli 2.

Analiza wydzielania wybranych cytokin
w zaleznosci od cech klasyfikacji pTNM i cechy G

Analiza danych wykazata istotne statystycznie réznice
wartosci sredniego stezenia IL-6 w nadsaczach krwi petnej,
w uktadach badawczych ocenionych w 21. godz. inkubacji,
w zaleznosci od rozlegtosci miejscowej guza nowotworo-
wego —pT (p = 0,02). W testach post-hoc wykazano, ze guzy
w wysokim stadium zaawansowania miejscowego (pT4)
charakteryzowaty sie znamiennie statystycznie mniejszy-
mi wartosciami $redniego stezenia IL-6 (*p = 0,02 dla pT3
vs pT4). W analizowanych uktadach badawczych stwier-
dzono réwniez istotne réznice wartosci Sredniego stezenia
IFN-y w zaleznosci od cechy pT (p = 0,01). W testach post-
hoc wykazano, ze raki krtani pT2 charakteryzowaty sie istot-
nie statystycznie wiekszymi wartosciami sredniego stezenia
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Tabela 2. Stezenia cytokin prozapalnych i regulatorowych w grupie badanej i kontrolnej
Table 2. Concentrations of proinflammatory and regulatory cytokines in the study group and control

Cytokiny
Grupa t (godz.) IL-6 + SEM IL-8 + SEM TNF + SEM IFN-y + SEM IL-10 + SEM
[ng/ml] [ng/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
badana 21 63,1+7,05 105,9 +11,25 345,3 +39,38 2,3 +0,87* 630,5 +72,92
n=>55 72. 136,9 +29,89 292,4 +42,12 132,2 +28,11 2,0 £0,76 556,4 +107,08
kontrolna 21 57,7 7,03 169,2 +50,69 396,9 £63,48 6,1 +2,31* 650,9 £109,62
n=>51 72. 141,3 +26,53 342,7 +47,65 141,9 17,84 7,7 £2,91 580,2 82,70

*Istotne statystycznie réznice stezen IFN-y w grupie badanej i kontrolnej p = 0,02

**p = 0,05
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Ryc. 1. Stezenie IFN-y i TNF w badanej grupie chorych w zaleznosci
od rozlegtosci miejscowej zmian nowotworowych (pT)

Fig. 1. IFN-y and TNF in the study group depending on the extent
of local tumor (pT)

IFN-y w poréwnaniu z guzami pT3 i pT4 (**p = 0,05 dla pT2
vs pT4, ***p = 0,02 dla pT2 vs pT3). Ocena statystyczna
danych wykazata réwniez znamienne statystycznie réznice
wartosci Sredniego stezenia IL-6 w nadsgczach krwi petnej
ocenionych w 72 godz. inkubacji dla r6znego stopnia roz-
legtosci miejscowej guza nowotworowego pT (p = 0,03). We
krwi obwodowej chorych z rakami krtani o wiekszej roz-
legtosci zmian wystepowaty mniejsze wartosci stezen IL-6.
W analizowanych uktadach badawczych stwierdzono takze
istotne roznice wartosci $redniego stezenia TNF
w zaleznosci od cechy pT (p = 0,006). W testach post-hoc
wykazano, ze raki krtani pT4 charakteryzowaty sie istotnie
statystycznie wyzszymi wartosciami Sredniego stezenia TNF

w pordéwnaniu z guzami pT2 i pT3 (*p = 0,04 dla pT2 vs pT4,
**p = 0,009 dla pT2 vs pT3). Dla cechy pN oraz histologicz-
nego zréznicowania guza (G) nie stwierdzono istotnych sta-
tystycznie zaleznosci (p > 0,05). Wartosci sredniego stezenia
badanych cytokin oraz wyniki analizy statystycznej
w zaleznosci od cechy pT przedstawiono na rycinie 1.

Analiza wydzielania wybranych cytokin prozapalnych
i regulatorowych w zaleznosci od gtebokosci nacieku
nowotworowego

Ocena statystyczna danych wykazata istotne réznice war-
tosci Sredniego stezenia IL-6 w nadsaczach krwi petnej,
w uktadach badawczych ocenionych w 21. godz. inkubacji,
w zaleznosci od gtebokosci inwazji nacieku nowotworowe-
go (p = 0,03). W testach post-hoc wykazano, ze raki krtani
naciekajace gteboko otaczajace tkanki, z inwazja chrzastki,
charakteryzowaty sie znamiennie statystycznie nizszymi war-
tosciami Sredniego stezenia IL-6 w pordwnaniu z guzami cha-
rakteryzujacymi sie mikroinwazjg podsluzéwkowa (*p = 0,04).
W analizowanych uktadach badawczych stwierdzono takze
istotne zaleznosci Sredniego stezenia IFN-y od gtebokosci
nacieku nowotworowego (p = 0,03). W testach post-hoc
wykazano, ze najgtebiej naciekajgce raki krtani charaktery-
zowaty sie znamiennie nizszymi wartosciami Sredniego
stezenia IFN-y w poréwnaniu z guzami nowotworowymi CIS
(**p = 0,03). Analiza statystyczna stezen badanych cytokin
oznaczonych w nadsgczach krwi petnej, w uktadach badaw-
czych ocenionych w 72 godz. inkubacji, w zaleznosci od gtebo-
kosci inwazji nacieku nowotworowego nie wykazata istot-
nych statystycznie zaleznosci (p > 0,05). Wartosci sredniego
stezenia cytokin oraz wyniki analizy statystycznej w zaleznosci
od gtebokosci inwazji przedstawiono w tabeli 3.

Analiza wydzielania wybranych cytokin prozapalnych
i regulatorowych w zaleznosci od typu inwazji

Ocena statystyczna danych wykazata istotne réznice war-
tosci sredniego stezenia IL-6 w nadsaczach krwi petnej,
w uktadach badawczych ocenionych w 21. godz. inkubacji,
w zaleznosci od typu inwazji nacieku nowotworowego
(p = 0,02). W testach post-hoc wykazano, ze raki krtani nacie-
kajace otaczajgce tkanki z zachowaniem dobrze odgraniczo-
nych margineséw nacieku charakteryzowaty sie znamiennie
wyzszymi wartosciami Sredniego stezenia IL-6 w poréwna-
niu z guzami naciekajacymi litymi sznurami i wstegami (*p =
0,02). Analiza danych wykazata rowniez istotne statystycz-
nie r6znice wartosci sredniego stezenia IL-10 w nadsaczach
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Tabela 3. Stezenia cytokin prozapalnych i regulatorowych w zaleznosci od gtebokosci inwazji
Table 3. Concentrations of proinflammatory and regulatory cytokines, depending on the depth of invasion

Cytokina

Gtebokosé t (godz.) IL-6 £ SEM IL-8 + SEM TNF + SEM IFN-y £ SEM IL-10 + SEM
zmian [ng/ml] [ng/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
carcinoma in situ 21. 56,4 +18,88 106,8 +17,72 432,2 £112,3 8,2 +4,31** 387,3 +80,85

72. 156,6 +24,67 206,8 +88,20 112,3 +77,60 0,0 +0,0 232,4 +82,40
mikroinwazja 21. 82,5 £13,86* 132,1£34,98 360,5 +69,4 1,6 0,99 662,2 £53,27
podsluzéwkowa 72. 185,7 £33,33 194,9 +48,73 69,4 +39,45 0,0 +0,0 243,8 +41,96
guzkowy naciek 21. 78,3 £14,07 96,5 +12,63 332,5 +102,3 1,6 £1,43 608,7 +79,64
podsluzéwkowy 72. 228,1+80,73 403,3 +89,56 102,3 +47,60 8,1+6,8 728,0 +111,86
gteboka inwazja 21 34,7 +7,41* 90,1 13,64 299,5 +181,1 0,5 +0,56™* 493,0 +83,34
Sciany 72. 60,0 +15,36 293,1+68,53 181,1 £50,21 0,4 +0,4 516,3 +206,42

*Istotne statystycznie roznice stezen IL-6: *p = 0,04 (mikroinwazja vs gteboka inwazja); IFN-y: **p = 0,03 (CIS vs gteboka inwazja) w testach post-hoc

krwi petnej, w uktadach badawczych ocenionych w 72. godz.
inkubagji, w zaleznosci od typu inwazji (p = 0,001). W testach
post-hoc wykazano, ze raki krtani naciekajgce matymi gru-
pami komérek (< 15 komérek) charakteryzowaty sie istotnie
statystycznie nizszymi wartosciami sredniego stezenia IL-10
w poréwnaniu z guzami z dobrze odgraniczonymi margine-
sami nacieku (**p = 0,04). Ocena danych wykazata ponadto
istotne statystycznie réznice wartosci sredniego stezenia
IFN-y w analizowanych uktadach badawczych w 72. godz.
inkubacji, w zaleznosci od typu inwazji (p = 0,04). Dla TNF
nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci srednich
stezen od rozlegtosci miejscowej guza nowotworowego
(p > 0,05). Wartosci Sredniego stezenia cytokin w zaleznosci
od typu inwazji przedstawiono na rycinie 2.

Dyskusja

Niezmiernie istotnym z punktu widzenia klinicznego ele-
mentem pracy byto zestawienie uzyskanych wynikéw badan
immunologicznych z analiza kliniczno-histopatologiczna
materiatu biologicznego pochodzacego od chorych na raka
ptaskonabtonkowego krtani w aspekcie praktycznego wyko-
rzystania wynikéw przeprowadzonych badan. Szersze pozna-
nie i zrozumienie mechanizméw regulacji odpowiedzi immu-
nologicznej w powiazaniu ze stanem klinicznym chorych,
po ostroznej prébie tacznej interpretacji uzyskanych wyni-
kow oceny immunologiczno-kliniczno-morfologicznej,
pozwolity na podjecie préby klinicznego przetozenia rezul-
tatow przeprowadzonej analizy w konkretnych przypadkach
raka ptaskonabtonkowego krtani. W przedstawionej pracy
wyniki badan wyktadnikéw proceséw immunologicznych
zestawiono z kryteriami klasyfikacji pTNM, stopniem
zréznicowania histopatologicznego zmian oraz szczegbtowo
przeanalizowano gtebokos¢ i sposéb naciekania nowotwo-
ru w najbardziej inwazyjnej i najmniej zréznicowanej czesci
nacieku, zgodnie z kryteriami klasyfikacji TFG. Wynikow
przeprowadzonej wielokierunkowej analizy nie mozna bez-
posrednio poréwnywac z wynikami innych autoréw.
W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono publikacji, kt6-
rych przedmiotem bytaby ocena badanych wyktadnikéw
komérkowej odpowiedzi immunologicznej w raku ptasko-
nabtonkowym krtani, w kontekscie tak szczegdtowej ana-
lizy wybranych cech nacieku nowotworowego. Prace nauko-
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Ryc. 2. Stezenie IL-6 i IL-10 w analizowanej grupie chorych
w zaleznosci od typu inwazji nowotworowe;j

Fig. 2. The concentration of IL-6 and IL-10 in the study group,
depending on the type of tumor invasion

we dotyczace niejednorodnych grup rakéw regionu gtowy
i szyi, w ktoérych analizowano zwigzki miedzy zjawiskami
immunologicznymi i cechami kliniczno-morfologicznymi
guza nowotworowego, dotyczyty wytacznie typowych
wyktadnikow histopatologicznych, tzn. kryteriow klasyfika-
¢ji TNM i stopnia klinicznego zaawansowania choroby (S),
ktére nie pozwalajg na jednoznaczng ocene stopnia agre-
sywnosci i inwazyjnosci nacieku, a tym bardziej nie stano-
wig wystarczajacego i samodzielnego wskaznika zaawan-
sowania procesu nowotworowego [16, 33, 36, 40-45]. Do
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dyskusji wybrano te publikacje, w ktérych autorzy analizo-
wali wybrane wyktadniki odpowiedzi immunologicznej typu
komorkowego w odniesieniu do cech morfologicznych
guzdw nowotworowych u pacjentéw z HNSCC, ze zblizonym
do analizowanej grupy profilem klinicznym.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono silng
zaleznos¢ wydzielania wybranych cytokin prozapalnych i regu-
latorowych we krwi obwodowej od klinicznego zaawanso-
wania choroby nowotworowej. Uzyskane wyniki wskazujg
posrednio na wystepowanie ztozonych interakcji i zaleznosci
miedzykomérkowych, bedacych wynikiem zaburzeh mecha-
nizméw regulacyjnych komérkowe]j odpowiedzi immunolo-
gicznej na obecnosé antygenéw nowotworowych. Wyniki
badan wskazuja na wystepowanie supresji autologicznych
komorek wspétuczestniczacych w reakcjach immunologicz-
nych oraz zjawiska tolerancji w przebiegu zaawansowanego
klinicznie raka krtani. Dowodzga tego znamiennie zmniej-
szajace sie wartosci stezen IL-6 i IFN-y, oznaczonych we krwi
obwodowej, wraz ze wzrostem inwazyjnosci i agresywnosci
procesu nowotworowego, co moze by¢ posrednim wskazni-
kiem zmniejszajacej sie aktywnosci komérek uktadu odpor-
nosciowego, pomimo silnej stymulacji tych komaérek przez
antygeny guza w zaawansowanych morfologicznie zmianach
nowotworowych. Wzrost inwazyjnosci raka ptaskonabtonko-
wego krtani, korelujacy ze zmniejszonym wydzielaniem IL-6
i IFN-y przez komérki krwi obwodowej zaangazowane w pro-
cesy immunologiczne, moze by¢ spowodowany zaburzeniem
funkgji tych komaérek, wywotanym postepujacym wraz z roz-
wojem choroby nowotworowej brakiem lub zmniejszonym
dziataniem wymienionych cytokin. Obnizenie efektywnosci
lub hamowanie mechanizméw zaleznych od IL-6 i IFN-y wigze
sie m.in. ze spadkiem aktywnosci limfocytéw T rozpo-
znajacych antygen, uposledzeniem réznicowania pobudzo-
nych przez antygen limfocytéw T w kierunku limfocytéw cyto-
toksycznych Tc, zmniejszeniem aktywacji limfocytéw Tc
i komorek NK majgcych zdolnosé do bezposredniego hamo-
wania proliferacji komérek nowotworowych oraz dziatania
cytolitycznego [46, 47].

Ostabiona produkcja IFN-y moze by¢ takze spowodowa-
na hamowaniem przez duze stezenie IL-10, wydzielanej
gtownie przez limfocyty Th2/Tc2, dominujaca subpopulacje
we krwi krazacej u chorych na nowotwory [48]. Zwiekszo-
ny stopief inwazji nacieku nowotworowego oraz progresja
zmian nowotworowych, korelujgce ze wzmozona produkcja
IL-10, wiaza sie z nasileniem supresyjnych mechanizméw
regulacyjnych, zaleznych od tej interleukiny, m.in. hamo-
waniem ekspresji czasteczek MHC klasy Il na makrofagach,
co prowadzi do zmniejszenia prezentacji antygendw nowo-
tworowych, z hamowaniem powstawania limfocytéw Thl
pobudzonych przez antygeny guza, blokowaniem dziatania
limfocytéw Th1l oraz makrofagéw i wytwarzania przez nie
cytokin, m.in. IFN=y, IL-1a., IL-6, IL-8, IL-12 [46, 47].

Wszystkie wymienione mechanizmy przyczyniajace sie
do ostabienia lub braku reakcji obronnej uktadu odporno-
Sciowego na rozwijajacy sie nowotwor sprzyjaja zwieksze-
niu inwazyjnosci nacieku nowotworowego w raku ptasko-
nabtonkowym krtani. Zwiekszone stezenie TNF we krwi
obwodowej, obserwowane u pacjentéw z guzami nowo-
tworowymi o najwiekszej rozlegtosci miejscowej pT4, moze

wynikac z autokrynnej indukcji wydzielania TNF, jak row-
niez zaleze¢ od mechanizmu braku hamowania produkcji
tej cytokiny przez IL-6, ktorej mate stezenie we krwi obwo-
dowej zostato potwierdzone w zaawansowanych przypad-
kach raka krtani. Duze stezenie wydzielanego przez komor-
ki TNF, bioragcego udziat w procesach odpornosciowych
w inwazyjnych guzach krtani, potwierdza réwniez znacze-
nie tej cytokiny jako waznego elementu odpowiedzi prze-
ciwnowotworowej. Wzmozona produkcja TNF, pomimo
narastajacej wraz z nasileniem inwazji nowotworowej supre-
sji uktadu odpornosciowego, moze wskazywac na probe
mobilizacji mechanizmdw immunologicznych, ktére mogtyby
sie przyczyni¢ do ograniczenia progresji nowotworu m.in.
poprzez wzmaganie proliferacji i roznicowania limfocytow
B, para- i autokrynnego oddziatywania na monocyty i makro-
fagi, chemotaktycznego oddziatywania na makrofagi i neu-
trofile oraz mediacje ich cytotoksycznosci, zwiekszenie
wtasciwosci fagocytarnych neutrofili oraz bezposrednie
dziatanie cytotoksyczne i antyproliferacyjne na komaérki guza
lub indukcje martwicy krwotocznej nowotworu dzieki
dziataniu prokoagulacyjnemu. Nie nalezy jednak wykluczaé
negatywnego dziatania TNF w zaawansowanym raku krta-
ni poprzez zwiekszanie ekspresji czasteczek adhezyjnych
ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule 1) i ICAM-1
(inter-cellular adhesion molecule 1), co moze sie przyczyniac
do zwiekszonego ryzyka inwazji nowotworowe;j i powsta-
wania przerzutéw [46, 47]. Uzyskane w pracy wyniki oraz
dane innych autoréw przedstawione w dostepnym pismien-
nictwie, dotyczace wzajemnych zwiazkéw miedzy stezeniem
generowanych cytokin a wyktadnikami klasyfikacji TNM, nie
zawsze sg zbiezne. Obserwacje badaczy dowodzg istnienia
wielorakich zaleznosci miedzy analizowanymi wskaZnika-
mi immunologiczno-klinicznymi, niedajacymi sie jednak zde-
finiowac jednoznacznie, zwtaszcza w niejednorodnej gru-
pie HNSCC, oraz wskazuja na koniecznos¢ ujednolicenia
kryteriéw doboru grup badawczych i wyboru materiatu bio-
logicznego, jak rowniez indywidualnego podejscia w inter-
pretacji wynikéw dotyczacych danego typu guza nowo-
tworowego do wyciagniecia wigzacych wnioskéw [36,
43-45, 49-51].

Przeglad pismiennictwa pozwolit na ukazanie podobie-
Astw i réznic w immunopatologii raka ptaskonabtonkowe-
go krtani w poréwnaniu z innymi HNSCC, wskazujac na
odmiennaosé i w pewnym stopniu swoistos¢ mechanizmow
komérkowej odpowiedzi immunologicznej, uwarunkowa-
nych zapewne odmienng biologia réznych typéw HNSCC.
Zestawienie wynikéw badan r6znych autoréw i rezultatow
przeprowadzonych doswiadczeh wskazuje na znaczaca role
cytokin w patogenezie i progresji choroby nowotworowej.
Heimdal i wsp. [49, 50], analizujac wydzielanie cytokin in
vitro w przypadkach HNSCC z r6znym stopniem inwazyj-
nosci zmian, zaobserwowali zmniejszone wydzielanie IFN-
v 11L-2 przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, kore-
lujace ze wzrostem inwazyjnosci guza. Autorzy ci zanotowali
takZze mniejsza aktywnos¢ komérek uktadu odpornoscio-
wego i obnizong zdolnosé do proliferacji limfocytow T wraz
ze wzrostem stopnia klinicznego zaawansowania choroby
(S). Wyniki dotyczace IFN-y zostaty potwierdzone réwniez
w badaniach autoréw niniejszej pracy. Sparano i wsp. [51]



Ocena wydzielania cytokin prozapalnych i regulatorowych oraz zwigzek z gtebokoscig i sposobem naciekania zmian nowotworowych u 0séb

z rakiem krtani

361

wykazali wystepowanie istotnych zaleznosci stezen wydzie-
lanych cytokin IL-6 i IL-10 ze stopniem klinicznego zaawan-
sowania guza u pacjentow z HNSCC. Nowotwory regionu
gtowy i szyi okre$lone w badaniu histopatologicznym jako
pT3 i pT4 charakteryzowaty sie zwiekszonym stezeniem
badanych interleukin, oznaczonych w osoczu krwi w anali-
zowanej grupie chorych. Wyniki dotyczace roli immunosu-
presyjnej cytokiny IL-10 w progresji guza nowotworowego
okazaty sie zgodne z wynikami autoréw niniejszej pracy
i potwierdzity wystepowanie zwiazku duzego stezenia IL-
10 z wieksza inwazyjnoscig procesu nowotworowego. Row-
niez Karcher i wsp. [52] wskazali na znaczenie IL-10 jako
wskaZnika zwiekszonej agresywnosci guza, okreslonej na
podstawie oceny stopnia histologicznego zréznicowania
nowotworu. Lathers i wsp. [45], analizujac wystepowanie
zwiazkéw miedzy wydzielanymi cytokinami w grupie cho-
rych z HNSCC, stwierdzili ujemne korelacje miedzy
stezeniem IFN-y a interleukinami IL-2, IL-4, IL-6 oraz IL-10
oznaczonych w osoczu. Autorzy zanotowali jednoczesnie,
ze w zaawansowanych guzach nowotworowych pT4 wza-
jemne relacje miedzy badanymi cytokinami byty znacznie
mniej zaznaczone. Jebreel i wsp. [43] takze potwierdzili
wystepowanie znamiennych zaleznosci IL-10, oznaczonej
w surowicy chorych z HNSCC, od rozlegtosci miejscowe]
nowotworu. Zwiekszone wartosci stezenia IL-10, stwier-
dzone w 40% analizowanych przypadkéw HNSCC, wigzaty
sie z potwierdzeniem w badaniu histopatologicznym
zaawansowanych guzéw pT3 i pT4.

Riedel i wsp. [36], analizujac stezenie IL-6 w surowicy
chorych z HNSCC, wykazali istotny zwigzek zwiekszonego
stezenia badanej cytokiny i cech klasyfikacji pTNM, wska-
zujac na role IL-6 w réznicowaniu i regulacji wzrostu guza
nowotworowego. Réwniez Lathers i wsp. [44] potwierdzili
znamienne zaleznosci miedzy stezeniami IL-6 i IL-4 a stop-
niem zaawansowania zmian nowotworowych w badanej
grupie HNSCC, okreslonych wg kryteriow klasyfikacji pTNM.
Whioski przedstawione w cytowanych pracach, zwigzane
z analizg znaczenia IFN-y i IL-10 w determinowaniu agre-
sywnosci HNSCC, sa zgodne z obserwacjami odnoszacymi
sie do badanej grupy rakéw ptaskonabtonkowych krtani.

Rezultaty badan dotyczgcych oceny roli prozapalnych
cytokin IL-6 i IL-8 w progresji zmian nowotworowych
w HNSCC przedstawiane w dostepnym pismiennictwie
roznia sie jednak od spostrzezeh autordw niniejszej pracy.
Rozbieznosci w ocenie znaczenia IL-6 w rozwoju choroby
nowotworowej i jej roli w determinowaniu agresywnosci
guza moga wynikac nie tylko z braku jednolitych kryteriéw
doboru grup badawczych w cytowanych pracach, r6znego
materiatu biologicznego wykorzystanego w przeprowadza-
nych badaniach, ale przede wszystkim z faktu, ze w wiek-
szosci omawianych prac analizowano stezenia IL-6 i IL-8
generowanych przez komérki nowotworowe badanych
HNSCC. Wydzielanie przez komérki nacieku nowotworo-
wego cytokin bedacych czynnikami promujacymi wzrost
guza i angiogeneze nie mogto pozostaé bez wptywu na
whnioski badaczy [23, 33-38]. W dostepnym pismiennictwie
mozna jednak wskaza¢ prace, w ktérych autorzy nie
potwierdzajg wystepowania zwigzkéw miedzy wydzielany-
mi cytokinami a cechami kliniczno-morfologicznymi bada-

nych guzéw nowotworowych regionu gtowy i szyi [44, 53].
Lathers i wsp. [44] nie wykazali znamiennych zaleznosci
miedzy stezeniem IL-6 oznaczonej w surowicy pobranej od
chorych z HNSCC a parametrami morfologicznymi klasyfi-
kacji TNM. Podobne wnioski przedstawili Chen i wsp. [53].
Badacze ci nie zaobserwowali istotnych korelacji stezen
oznaczanych w surowicy cytokin o wtasciwosciach proza-
palnych i angiogennych z cechami pT, pN, stopniem histo-
logicznego zr6znicowania nowotworu, jak réwniez obec-
nosciag komodrek nacieku zapalnego w utkaniu guza
nowotworowego.

Whnioski przedstawiane przez réznych badaczy w cyto-
wanych pracach dowodza wystepowania trudno poréwny-
walnych odmiennosci w mechanizmach regulacji komor-
kowej odpowiedzi immunologicznej w réznych typach
HNSCC oraz koniecznosci ostroznej interpretacji uzyska-
nych wynikéw w celu wtasciwej oceny zdolnosci uktadu
immunologicznego do przeciwdziatania rozwojowi procesu
nowotworowego. Przedstawione wyniki dotyczace oceny
stezen badanych cytokin w raku ptaskonabtonkowym krta-

ni stanowia gtos w dyskusji nad znaczeniem aktywnosci
cytokin w zaawansowaniu i progresji zmian nowotworo-
wych oraz wyborze wtasciwego postepowania terapeu-
tycznego, a takze posrednio ich roli rokowniczej w badane;]
grupie chorych.

Badania zostaty przeprowadzone z funduszy MNiSW
(N403 04332/2326).

PiSmiennictwo

. Carracedo DG, Astudillo A, Rodrigo JP, Suarez C, Gonzalez MV. Skp2,
p27kipl and EGFR assessment in head and neck squamous cell car-
cinoma: prognostic implications. Oncol Rep 2008; 20: 589-95.

. Buyukbayram H, Cureoglu S, Arslan A, Isikakdogan AR. Prognostic
value of PCNA and mutant p53 expression in laryngeal squamous
cell carcinoma. Cancer Invest 2004; 22: 195-202.

. Kumar B, Cordell KG, D’Silva N, et al. Expression of p53 and Bcl-xL

as predictive markers for larynx preservation in advanced larynge-

al cancer. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 2008; 134: 363-9.

Perez-Ordonez B, Beauchemin M, Jordan RC. Molecular biology of

squamous cell carcinoma of the head and neck. ) Clin Pathol 2006;

59: 445-53.

. Pignataro L, Sambataro G, Pagani D, Pruneri G. Clinico-prognostic
value of D-type cyclins and p27 in laryngeal cancer patients:
a review. Acta Otorhinolaryngol Ital 2005; 25: 75-85.

6. Swellam M, El-Arab LR, Adly A. Prognostic value of cell-cycle regu-

lators and cellular biomarkers in laryngeal squamous cell carcino-

ma. Clin Biochem 2008; 41: 1059-66.

loachim E, Peschos D, Goussia A, et al. Expression patterns of cyc-

lins D1, E in laryngeal epithelial lesions: correlation with other cell

cycle regulators (p53, pRb, Ki-67 and PCNA) and clinicopathologi-

cal features. J Exp Clin Cancer Res 2004; 23: 277-83.

. Micozkadioglu D, Unal M, Pata YS, Bastlirk M, Cinel L. Prognostic
value of expression of p53, proliferating cell nuclear antigen, and
c-erbB-2 in laryngeal carcinoma. Med Sci Monit 2008; 14: 299-304.

. Morshed K, Skomra D, Korobowicz E, Szymanski M, Polz-Dacewicz
M, Gotabek W. An immunohistochemical study of cyclin D1 prote-
in expression in laryngeal squamous cell carcinoma. Acta Otola-
ryngol 2007; 127: 760-9.

10. Allen C, Duffy S, Teknos T, et al. Nuclear factor-kappaB-related serum
factors as longitudinal biomarkers of response and survival in advan-
ced oropharyngeal carcinoma. Clin Cancer Res 2007; 13: 3182-90.

11. Bergmann C, Strauss L, Wang V, et al. T regulatory type 1 cells in

squamous cell carcinoma of the head and neck: mechanisms of

suppression and expansion in advanced disease. Clin Cancer Res

2008; 14: 3706-15.

—

N

w

>

w1

~

o)

Ne)



362

wspétczesna onkologia

wul

~

=

N

w

%3]

o

~

—

w

.Bergmann C, Strauss L, Zeidler R, Lang S, Whiteside TL. Expansion
and characteristics of human T regulatory type 1 cells in co-cultu-
res simulating tumor microenvironment. Cancer Immunol Immu-
nother 2007; 56: 1429-42.

. Bose A, Chakraborty T, Chakraborty K, Pal S, Baral R. Dysregulation
in immune functions is reflected in tumor cell cytotoxicity by peri-
pheral blood mononuclear cells from head and neck squamous cell
carcinoma patients. Cancer Immun 2008; 8: 10-9.

. Bose A, Ghosh D, Pal S, Mukherjee KK, Biswas J, Baral R. Interferon
alpha2b augments suppressed immune functions in tobacco-rela-
ted head and neck squamous cell carcinoma patients by modula-
ting cytokine signaling. Oral Oncol 2006; 42: 161-71.

. Brocks CP, Pries R, Frenzel H, Ernst M, Schlenke P, Wollenberg B.
Functional alteration of myeloid dendritic cells through head and
neck cancer. Anticancer Res 2007; 27: 817-24.

. Kuss I, Hathaway B, Ferris RL, Gooding W, Whiteside TL. Imbalance
in absolute counts of T lymphocyte subsets in patients with head
and neck cancer and its relation to disease. Adv Otorhinolaryngol
2005; 62: 161-72.

. Kuss |, Schaefer C, Godfrey TE, et al. Recent thymic emigrants and
subsets of naive and memory T cells in the circulation of patients
with head and neck cancer. Clin Immunol 2005; 116: 27-36.

. Nitsch SM, Pries R, Wollenberg B. Head and neck cancer triggers
increased IL-6 production of CD34+ stem cells from human cord
blood. In Vivo 2007; 21: 493-8.

. Pries R, Wollenberg B. Cytokines in head and neck cancer. Cytokine
Growth Factor Rev 2006; 17: 141-6.

. Schaefer C, Kim GG, Albers A, Hoermann K, Myers EN, Whiteside
TL Characteristics of CD4+CD25+ regulatory T cells in the periphe-
ral circulation of patients with head and neck cancer. BrJ Cancer
2005; 92: 913-20.

Strauss L, Bergmann C, Szczepanski M, Gooding W, Johnson JT, Whi-
teside TL. A unique subset of CD4+CD25high Foxp3+ T cells secre-
ting interleukin-10 and transforming growth factor-betal mediates
suppression in the tumor microenvironment. Clin Cancer Res 2007;
13: 4345-54.

. Walsh JE, Lathers DM, Chi AC, Gillespie MB, Day TA, Young MR.
Mechanisms of tumor growth and metastasis in head and neck squ-
amous cell carcinoma. Curr Treat Options Oncol 2007; 8: 227-38.

. Pries R, Thiel A, Brocks C, Woldenberg B. Secretion of tumor-pro-
moting and immune suppresive cytokines by cell lines of head and
neck squamous cell carcinoma. In Vivo 2006; 20: 45-8.

. Barnett BG, Ruter J, Kryczek |, et al. Regulatory T cells: a new fron-
tier in cancer immunotherapy. Adv Exp Med Biol 2008; 622: 255-60.

. Bergmann C, Strauss L, Zeidler R, Lang S, Whiteside TL. Expansion
of human T regulatory type 1 cells in the microenvironment of cyc-
looxygenase 2 overexpressing head and neck squamous cell carci-
noma. Cancer Res 2007; 67: 8865-73.

. Boucek J, Mrkvan T, Chovanec M, et al. Regulatory T cells and the-
ir prognostic value for patients with Squamous Cell Carcinoma of
the Head and Neck. J Cell Mol Med 2010; 14: 426-33.

. Chang AR, Wu HG, Park Cl, Jun YK, Kim CW. Expression of epider-
mal growth factor receptor and cyclin D1 in pretreatment biopsies
as a predictive factor of radiotherapy efficacy in early glottic can-
cer. Head Neck 2008; 30: 852-7.

. Chikamatsu K, Sakakura K, Yamamoto T, Furuya N, Whiteside TL,
Masuyama K. CD4+ T helper responses in squamous cell carcino-
ma of the head and neck. Oral Oncol 2008; 44: 870-7.

. Dietz A, Boehm A, Mozet C, Wichmann G, Giannis A. Current aspects
of targeted therapy in head and neck tumors. Eur Arch Otorhino-
laryngol 2008; 265: 3-12.

. Ferris RL, Whiteside TL, Ferrone S. Immune escape associated with
functional defects in antigen-processing machinery in head and
neck cancer. Clin Cancer Res 2006; 12: 3890-5.

. Gomatos IP, Georgiou A, Giotakis J, et al. The role of host immune
response and apoptosis in patients with laryngeal squamous cell
carcinoma. ORLJ Otorhinolaryngol Relat Spec 2007; 69: 159-66.

. Loose D, Signore A, Bonanno E, et al. Prognostic value of CD25 expres-
sion on lymphocytes and tumor cells in squamous-cell carcinoma of
the head and neck. Cancer Biother Radiopharm 2008; 23: 25-33.

. Kross KW, Heimdal JH, Olsnes C, Olofsson J, Aarstad HJ. Co-culture of
head and neck squamous cell carcinoma spheroids with autologous
monocytes predicts prognosis. Scand J Immunol 2008; 67: 392-9.

34. Kross KW, Heimdal JH, Olsnes C, Olofsson J, Aarstad HJ. Head and
neck squamous cell carcinoma spheroid- and monocyte spheroid-
stimulated IL-6 and monocyte chemotactic protein-1 secretion are
related to TNM stage, inflammatory state and tumor macrophage
density. Acta Otolaryngol 2005; 125: 1097-04.

. Schafer ZT, Brugge JS. IL-6 involvement in epithelial cancers. J Clin
Invest 2007; 117: 3660-3.

36. Riedel F, Zaiss |, Herzog D, Gotte K, Naim R, Hormann K. Serum levels
of interleukin-6 in patients with primary head and neck squamo-
us cell carcinoma. Anticancer Res 2005; 25: 2761-5.

. Pries R, Nitsch S, Wollenberg B. Role of cytokines in head and neck squ-
amous cell carcinoma. Expert Rev Anticancer Ther 2006; 6: 1195-203.

.Dong G, Chen Z, Li ZY, Yeh NT, Bancroft CC, Van Waes C. Hepatocy-
te growth factor/scatter factor-induced activation of MEK and PI3K
signal pathways contributes to expression of proangiogenic cyto-
kines interleukin 8 and vascular endothelial growth factor in head
and neck squamous cell carcinoma. Cancer Res 2001; 61: 5911-8.

39. Welkoborsky HJ, Hinni M, Dienes HP, et al. Predicting recurrence
and survival in patients with laryngeal cancer by means of DNA
cytometry, tumor front grading, and proliferation markers. Ann Otol
Rhinol Laryngol 1995; 104: 503-10.

. Aarstad HJ, Heimdal JH, Klementsen B, Olofsson J, Ulvestad E. Pre-
sence of activated T lymphocytes in peripheral blood of head and
neck squamous cell carcinoma patients predicts impaired prognosis.
Acta Otolaryngol 2006; 126: 1326-33.

41. Badoual C, Hans S, Rodriguez J, et al. Prognostic value of tumor-infil-
trating CD4+ T-cell subpopulations in head and neck cancers. Clin
Cancer Res 2006; 12: 465-72.

42. Heimdal JH, Kross K, Klementsen B, Olofsson J, Aarstad HJ. Stimu-
lated monocyte IL-6 secretion predicts survival of patients with
head and neck squamous cell carcinoma. BMC Cancer 2008; 8: 34.

. Jebreel A, Mistry D, Loke D, et al. Investigation of interleukin 10, 12
and 18 levels in patients with head and neck cancer. ) Laryngol Otol
2007; 121: 246-252.

44. Lathers DM, Achille NJ, Young MR. Incomplete Th2 skewing of cyto-
kines in plasma of patients with squamous cell carcinoma of the
head and neck. Hum Immunol 2003; 64: 1160-6.

. Lathers DM, Young MR. Increased aberrance of cytokine expression
in plasma of patients with more advanced squamous cell carcino-
ma of head and neck. Cytokine 2004; 25: 220-8.

. Gotab J, Jakébisiak M, Zagozdzon R, Obtakowski P. Cytokiny. W:
Immunologia. Gotab J, Jakébisiak M, Lasek W i wsp. (red.). PWN,
Warszawa 2008.

. Jakébisiak M, Lasek W. Immunologia nowotworéw. W: Immunologia.
Gotab J, Jakébisiak M, Lasek W i wsp. (red.). PWN, Warszawa 2008.

. Gattoni A, Parlato A, Vangieri B, Bresciani M, Derna R. Interferon-
gamma: biologic functions and HCV therapy (type I/11) (1 of 2 parts).
Clin Ter 2006; 157: 377-86.

. Heimdal JH, Aarstad HJ, Klementsen B, Olofsson J. Peripheral blo-
od mononuclear cell (PBMC) responsiveness in patients with head
and neck cancer in relation to tumour stage and prognosis. Acta
Otolaryngol 1999; 119: 281-4.

50. Heimdal JH, Aarstad HJ, Olofsson J. Peripheral blood T-lymphocyte

and monocyte function and survival in patients with head and neck

carcinoma. Laryngoscope 2000; 110: 402-7.

Sparano A, Lathers DM, Achille N, Petruzzelli GJ, Young MR. Modu-

lation of Th1 and Th2 cytokine profiles and their association with

advanced head and neck squamous cell carcinoma. Otolaryngol

Head Neck Surg 2004; 131: 573-6.

52. Karcher J, Reissem C, Daniel V, Herold-Mende C. Cytokine expres-
sion of transforming growth factor-beta2 and interleukin-10 in squ-
amous cell carcinomas of the head and neck. Comparison of tissue
expression and serum levels. HNO 1999; 47: 879-84.

3

il

3

~

3

¢S]

4

o

4

w

4

il

4

[e))

4

~

4

[ee]

4

NeJ

5

—

Adres do korespondencji

dr hab. med. Katarzyna Starska

| Katedra i Klinika Otolaryngologii
Uniwersytet Medyczny

ul. Kopcinskiego 22

90-150 t6dz

e-mail: katarzyna.starska@umed.lodz.pl



